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Conjugate constituted from a wall adhesin of S. mutans of proteinic nature and from 
a polysaccharide of S. mutans, its preparation and Its use particularly in anti-carles 
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Abrege 



The conjugate according to the invention is constituted by a wall adhesin of Streptococcus mutans, of a proteinic nature, 
capable of binding the components of saliva, or an active fraction of such a protein, covalently coupled to a Streptococcus 
mutans polysaccharide, or to a fraction of such a polysaccharide. Preferably, the adhesin is constituted by a single 
polypeptide chain having a molecular weight of about 74,000; it is common to the different serotypes of Streptococcus 
mutans where it has a crossed antigenicity; and it is capable of interacting with the salivary glycoproteins and polysaccharide 
derived from the same serotype of S. mutans, particularly serotype f. Use for the preparation of immunogenic compositions, 
particularly for the preparation of vaccines against dental caries. 
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Lb cetisgai aeCon l%iventron est constiiud d'una adh^^ 
psnii de StP^iiocoecus nutsnx de nsture piotShiUB^ 
psbte de for fee convosants da b aaOva ou d'une frecdon 
eetfve cHiiio telto pretfi&isL couplte de ioiffon covatente A un 
polysaeclfflTlde de Sm^sioeoeam miOana, ou d une fraction 
d*ttn tal po)ysacchar(d& 

Da prdfSrenca, rmfii^dne est conslltuda d^ chtfne simple 
pdypapthfiqos eystit un pohls mol6culeira de 74000 envtrom 
«&9 Bfit commune eux d^ffgrsnts s&otypes de SlreiplDcoecDe 
maim eOs pr&arts srs CTt^gSi^sftS cra^Sos: et uta est 
cspstiJe dlmeragfr avec lee tf y coprot to es saOvalrea et fe 
(K^IyBacchande pravient du ntSniB sfrotifpe de & fiBrfftwa 
notanunent le sAiDtypo L 

AppBcafion A la preparation de composidens bnnnmoQ&nest 
notanBRant h la prfipsfsdiin ifa vacefais cortre la carie dentsins: 
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Coniumi6 constitu^ d>une adMalnc dc oa^-n i de S. mutens, 
de nature Prot^ioue 6t d'un polysaccha ride de S.mi^t i»"*i 
Bft- py^P^ration et aon utilisaiiion notonment dans Af^^ 

L' Invention concerne un pxoduit obtenu par liai- 

5 son covalente d'une protSine avec un polysaccharide^ ea 
preparation et son utilisation. 

Plus pr^cisdment, 1* invention a pour objet un 
produit dans leq:uel une adh^slne de parol de Streptococ- 
CTff BWtang , de nature protdique, ou une fraction d'une 

10 telle prot61ner est lite de fapon covalente & un poly* 
saccharide de streptoeoeeua nit^npp ou A une fraction 
d*un tel polysaccharide, un procedd pour sa preparation 
et son utllifiation comma antigdne« notaaoaent dans des 
vaceins contxe les caries dentaires. 

IS Streptocoeeua nmtqiig est consid6r6 d I'heure ae- . 

tuelle conme 6tant la principale bact^rle responsable de 
la aaladie carieuse ches I'Ronme et chez 1' Animal, cette 
espftce bactdrienne est forate de 8 sfirotypes di£fdrents 
portent les rdfdrenees a A h. 

20 I Au cours des dernidres anndes, de nonbreuses ex- 

pdriences d'ijmounisation, utilisant conme antigtee cette 
bactdriOf ont nontrd la possibility d*obienir une pro^ 
tection contre les Idsions carieuses,' au moyen d'un- tel 
antigdne. Toutefois 1' utilisation de cette bact^rie con- 

25 pldte senble condulre d des reactions croisdes inddsira- 
bles avec d*autres tissue tels que le tissu cardiaquet * 
c'est pourquoi les travaux aetuels sont principalement 
orientds vers la recherche d'antig&nes simples, ddrivds 
de cette bactdrier et possedant le ia§me potentiel pro- 

30 tecteur. 

Les caractdristiques principales du streptog^ff - 
cus nutans sont de pouvoir adherer & la pellicule exo- 
gdne acquise £om6e a'la surface de la dent prlneipale*^ 
ment par des glycoprotdines sallvaires adsorbdes, et 
' 35 ced par l*inter»ddiaire d*adh4sines de parol de nature 



2581877 

2 

pxotiique ou polysaccharidique, et de synthfitiser^ gr4co 
a des ensynes, les glucosyltransftoases CGTF), d«8 
dextranes qui assuzent la coMsion des bacttelea au ni- 
veau de la plaque dentaire. 

5 La possibility d*iiiliiber la fixation et I'agxd* 

gation du streptoeoecnB mutAiifi sor la dent a 6t6 dtudite 
par de nombreux auteurs au cours d ' experiences d'iaauni- 
sation utilisant les GXF cosBoe antiques. Toutefoie les 
rteultats obteaus ne peznetteiit pas de conelure d I'ef- 

10 ficacit6 . d'un tel antigtoe, peut-Atre en xaisen du tzte ' 
qzand polymorphisme des GIF de Streptococcus nuti^qg. 

En revancbei 1' utilisation de ceztaines protd- 
ines purifides k partiz des sumaqeants de £t£fiBtg£S£cuft 
nutans, c * est-ik-dize excr^t^es par cette bactdrie, dont 

15 la rdle biologique n'est pas connug ont donn6 lieu k des 
z^sultats encourageants au cours d*expteiences d'iBURuni- 
sations animalea. 

one autre possibilitd d'aqir sur la colonisation 
des . surfaces dentaires serait de bloquer 1' adherence de 

20 streptneoeeua nutans en indoisant la synthase d'anti- 
corps centre les adb^sines de paroi capables d'interaqir 
avec les glyeoprotdines salivaires. 

Cette solution a d^jd 6te envisag^e siais n'a 
pas, jusqu*a present, conduit A des r^sultats satisfai- 

25 sants. Ainsl il a 6td obsenrd que les polysacdiarides 
des diff6rents serotypes, bien qu'intenrenant dans le 
processus d*adh6renc6i sont pratiquement incapables 
d'induire des r^ponses iaimunitaires durables. 

Certains auteurs ont en outre proposd d'utillBer 

30 comma antigdnes des adhdsines de paroi de nature prot6- 
ique; il en est ainsi par exemple dans la dmande de 
brevet EP 116 472. pes r^sultats plus encourageants ont 
dtd ainsi obtenus. 

L* Invention a pour but de mettre au point un 

35 produit comprenant uae adhfisine de paroi de ^treptocog*- 
£Ufi DU^aasii de nature protdique, capable d*induire des 
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r^ponses iosiiinitaiTes plus fortes et/ou plus duxables 
que celles qui soiit indultes par X'adhfaine elle-^ndme. 

Ce but a 6t6 atteint selon 1' invention qui a no- 
tanment pour objet un conjugud constitud d'une adhdsine 

S ae paroi de Streptot?occnis mutans, de nature prot^ique'« . 
capable de liex les composants de.la salive, on d*une 
fraction active d'une telle prot^iner coupXfe.de fagon 
covalente & un polysaccharide de Streptoeoccua nutans, ou 
A one fraction d*un tel polysaccharide. 

10 zb, liaison covalente est ef fectufe selon des 

thodes connues en soi| utilisables en bioloqie et compa- 
tibles avec la structure de la pfot^ine d'une part et.du 
polysaccharide d' autre part. Elle peut notai&ment £tre - 
ef£ectu6e par l*inteniiMiaice d'un "bras" introduit de 

15 nani^re connue en soi et faisant intervenir des rtectif s 
bifonetionnels tels que les carbodiimidea par exemple. 

Toutefoisv le "bras" ins6r6 dans la structure du 
produit pouvant 6ventuellement conduire A la formation 
d'anticorps sp^cifiques inddsizables, il peut 6tre pr6- 

20 f Arable de ne pas y avoir recours pour ^tablir la liai- 
son covalente. 

Salon un mode pr£fte6 def rtelisation, la' liaison 
covalente est ef f ectufe par oxsrdation nteag^e du. poly- 
saccharide! notamment par le periodate de sodiuor .snivie 

25 d'un couplage avec la protSine par amination r6ductrice 
en prteence de borehydrure de sodium. 

L*adh65ine de paroi de nature protdique qui est 
contenue dans I'extrait de paroi cellulaire des bact6- 
ries (cell Jgall Extracted Al^tigen i WSk) peut itre pbte- 

30 nue selon toute ndthode d6crite dans la littteatuxOi en 
particttlier selon la mSthode de schQller et.coll. 
d&crite dans Infect. Immun. 11, 52-60 (1981) ou pax ana- 
logie k cette n^tbode, par exemple comme d6crit pax J. A. 
Ogier et coll* dans infect. Immun. 45 (1), 107-112 

35 (1984). 

XI peut dtre 6galement avantageux de n'utiliser 
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qu'une fraction active d*une telle adh^sine, c*est-d-ai- 
ze une fraction capable de lier las composants de la sa-^ 
live et d*induire des anticozpsi obtenue paz fractiomie- 
ment d'lxne adh^sine pzipazte coume indiqu^ plus haut. 

5 pax syntbtee chinique ou encoze paz g€nie g&i^tique. 

Le polysaccbazide de stzepteeoccna antana pent 
^txe oMenu notanment seXon la vMihode de S; Haaada et 
coll. dterite dans Holec. iBmunol. 2Qf 453 (1983). 

ZX 'pent £tre SgaXement avantageux de n'utiliaez 

10 qu'une fraction active d*un teX polysaccharide ^ c'est- 
&-dize une .fraction capable notanunt de lier Xes eoa- 
posants de la salive. 

Ji*adh6sine de parol de nature prot^igue, ou sa 
fraction r utilisfie provient de pz6f6rence du nfime s6ro- 

15 type que le polysacchazide ou la fraction* de polysaccdia- 
ride otiliste. XoutefoiSt con^pte tenu de 1* antigenicity 
crois^e observ6e avec la pXupart des adb^sines de nature 
prot^iquoi 11 est ^galement possible de conbiner Une 
adh^slne et un -polysaccbazide provenaat de serotypes 

20 diffdrenta, ou des fxaetlens de cenx-ci. 

1 Le conjugu^ ainsi obtenUt notamnent lozsqu^ll 
est adninistr^ pax vole oxale & des anlaaux# en paxticu* 
Hex en association avec des liposomes » conduit li. des 
x6pon8es en igA dans la salive et le sdrun supfeleures 4 

25 celles obtenues avec la protdine non coupl'te. XI est. 
zappel6 a ce propos que las IgA sent des immunoglobuH* 
nes capables. de pxot^ger contxe les eaxies dentaixes 
/Voix H.A. Taubnaa et coll. dans J. Dent. Res. ^« S3A 
(1981)J. 

30 Le conjugud seXon X' invention est en outre capa- 

ble d'ihduixe line x^ponse locsale et syst^mique en ZgA 
dixig^c contxe le polysaccbaxide utilise aloxs que le 
tttee polysaccharide t administx6 dans les m&aes condl* 
tions, notanxftent en association avec dea liposomes « est 

3S- incapable d'indnixe une queloonque xftponse en XgA. 

Ceci est d'autant plus suxpxenant qu'il avait 
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nontr^i de facon g6n6r&lei que la conjugaison de 
diff 6xentB polysaccharides bactSxiens avec des prot^- 
ines, salon diff 6r antes mdtbodes, augmentait leur immu- 
nog6iiicit6 en induisant une r^ponse en IgG anti-polysac** 

5 char Ides £volx par exenple E.c. Beuvery ot coll. , Infect. 
Znisun. ifi, 39 (1983) et o. Ha^elM et coll*, Scand. J. 
Inmunol. Jl, 541 (1984)7r alors qn'avec le conjugu^ se-* 
Ion 1* invention la sdponse en igo est faible. 

£nfini le conjugu6 selon 1' invention conf^e, 

10 tout coinme son constituent pxot^ique, une "mtooire innu- 
nologique*, alors que le polysaccharide seul est dteu6 
de eette propridt^. 

Conpte tenu de 1* ensemble de ses propriSt^s, le 
conjugu6 selon 1' invention peut 6tre utilise dans diver- 

15 ses applications en tant qu*antigdnet et en particulier 
en tant que eospost d activity immunog&ie. De plus, et 
surtout, il peut Stre utilise, seul on en melange avec 
d'autres antigtoes du »&iie type ou avec des adhisines de 
parol de streptococcus Mutans, notannent de nature pro- 

20 tdiqUe« dans des vaccins contre la carle dentaire. 

I conpte tenu des diff brents serotypes de strento- 
gneeufl iiiutana existants, il peut Stre avantageux d*uti- ' 
liser ensemble diffteents eonjugu^s dans lesquels au 
moins les adh&sines de paroi de nature protSique pro- 

25 viennent de s6xotypes diffSrents de Streptoco eeus am- 

Selon un node avantageux de r6alisation« le eon- 
jugu6 selon 1' invention comprend une adh^sine de paroi 
dQ nature protdique, nouvellenent Isolde, appel^e dans 
30 ce qui suit 74K SRCSR => Saliva Receptor: r^cepteur de la 
aalive), qui est caract^risSe en ce que : 

- elle est constitute d'une chalne simple poly- 
peptidique ayant un poids mol6culaire de 74 000 environs 

- elle est commune aux dif fteents serotypes de 
35 St^yOTteSP^s^a^B- ■ ffiWi^M ot elle pr^sente une antigdnicitd 

crois6e i et 
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- elle est capable d'interaglr avec les qlyea- 
protdines salivaixes. 

Cette prot^ine pout Atre pr^paz^e 4 partir d'lme 
sbiiche da S. mtttanfi de steotype £, d'oxlgine huaainet 
5 par extraction des antigdnes brirte associ^a A U parol 
cellulalre des baet^rles, au aoyen de tanpon phosphate 
0,5 H, pB ^,0 et purification par chromatographle d'lm- 
nunoafflalt^ an moyen d*im antlcorps nonoclonal dlrlgd 
centre les prot^lnes Interaglssant avec les glycepro* 
10 tdlnes sallvalres, en presence d'un detergent non loni- 
que et de doddeyl sulfate de sodium, avec 61utlon par du 
tampon NaCI ou glyelne/UCX. 

Les details de cette preparation seront donnte 
dans les exemples qui aulvent. 
15 L*antlgtee 74K SR, de nature prot^lque, est un 

prodult nouveau capable A lul seul d'lndulre une r^ponse 
locale et syst&olque en igA et de conf 6rer une ''nteolre 
immunologique* • II peut done &tre utllis4 coitme prlndpe 
actlf dans des compositions & actlvlt6 Inounogine, en 
20 particuller dans des vacclns centre la carle dentalre. 

, Toutefols, come II a dt6 lttdlqu6 plus haut en 
ce qui conceme de £a;ron gdn6rale les adh6slnes de parol 
de R,,.inptqna de nature prot^lque, le couplage de I'antl- 
gftne 7« SR avec un polysaccharide de S, imita^B permet 
25 d'obtenlr un conJugu6 ayant des proprl6t6s supteleures. 

te polysaccharide utilise provlent avantageuae- 
ment de la m&ne soucbe de s, muiian? serotype f que I'an- 
tigdne 74K Sft, ce polysaccharide, qui est prepare par 
exeaple selon la n£thode de Haaada et coll. Indlqu6e 
30 plus haut, est appel4 dans ce qui suit "poly f", 

Selon un node de realisation prifdrS, le conju- 
gud 8.elon 1* invention est eonstltue de I'antigine 74X SR 
lie de fapon covalente, par aaiination rMuctrlce, an 
poly f, apr^s oxydatlon m£nag6e de celui-d. 
35 Quels que solent sa composition et son mode 

d*obtentlon, le conjugu^ selon 1* invention peut 6tre 
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utllis« coBme antigdae, par exenple dans des pi:oc£a«s de 
sApuatlon d'anticorps ou des dosages. 

II peut en outzs 6tre avantagauseneat utilia6 
dans des piiparatlons A activltA inmonoXoglgue, notk»- 
5 ment pour la prfivention das carles deataires, telles que 
par exeisple des p&tes dentiflfrica, des chewing-gums 
etc.. 

Knfln et surtoiit, U pent »tre titllls* coa»e 
prlnoipe actlf dans un vaccln centre la carie denkaire. 

10 Blen que dlffdrentes voles d' application du vac- 

cln telles qu'un traitement local ou 1' injection puls- 
sent atia envisagfies, 11 apparalt tout k fait seuJiaita- 
ble que le vaccln se prfisente sous forme d'une prepara- 
tion pharaaceutlqne destin6e ft 1 • adninistratlon par la 

15 vole orale. XI est en partlculier souhaitable que cette 
forne pharaaceutique eolt telle qu'elle peraette au cpp- 
jugu« d'e«exeer son action au niveau des plaques de 
Payer et des ganglions B6sent4rlques. 

pour ce £alre« on peut avantageusenent assocler 

20 le conjugu6 selon I'invaatioa, eu un ailange de cenju- 
qute de ce type, tveatuellement en prteence d'autres 
antigSnes^avec un adjuvant tel que notaranent le muranyl- 
■ dipeptlde (MDP) ou des Upoaoaes, selon des techniques 
eonnues . 

25 Les foraes pharaaceutiques utllla^es peuvent 

coaporter diffteents e«cipie*it» usuels, notaaaent & et- 
fet retard. 

A titre indleatlf. une dose de vaccln adminis- 
trable A I'Bomae peut coatenlr de 1 4 100 ag du coniugu* 
30 selon 1' invention. 

Des essala sur 1* animal ont aontr* qn'aux doses 
etficaces, le conjugu* selon I'lnvention ne prAsente pas 
de toxidtA. 

II seable qu'une protection plus efficace est 
35 obtenua si la vaccination est sulvla de plusleurs rap- 
pels, pir exemple trois, A des intervalles de quelques 
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nois . 

I. 'invention sera mieux coapzise & l*aide des 
exeBples dfitaillte et de la description d*essais phaxoa* 
cologlques qui snivent. 

grtoaration de I'antio&ne 7Al^ SR 

StxBPtococena nmtat^^ OHZ J75 (serotype t}, dont 
la preparation est d^crite par B. Guggenheim, dans Ca- 
ries Res. Z, (1968K est cultiv6 en nilieu li- 

10 guide (bouillon coeur-cervelle eonmercialis6 sous la 
dtoomination "Brain-Heart Infusion Broth" de la Society 
Difco Laboratories, Detroit B.O*A*). Lea eellules sont 
r6colt6es au bout de 12 heures de culture d 37*Cr lav^es 
et extraites avec du tampon phosphate 0,5H, pB 6,0 selon 

15 la m^thode ddcrite par N. Scheiller et coll. dans Infect. 
Inmua. 21^ 52-60 (1981). L'extrait bactteien dans le 
tampon phosphate est ensuite .dialys6 selon des mSthodes 
usuelles et utilise pour la separation de I'antigtee 74X 
SR. 

20 Cette purification est rdalisfie gr4ee A une 

chromatographie d ' immunoaff inite sur colonne de gel d'a- 
gaxose commercialise sous la denomination Sepharose CZ> 
4B (Pharmacia, Qppsala, Sudde) active au bromure de cr- 
aaogtae et cpupie avec un anticorps monoclonal diziges 

25 contre les proteines interagissant avec les glycoprote- 
ines salivaires <soit 8 A 10 mg d' anticorps /ml de gel) 
dont la preparation est indiquee plus loin. La colonne 
est equilibree avec du Tris/ HCl 0,01H (pB 7,2)/llaCl 
0,1511 (tanpon TS). 

30 L^extrait d'antigdnes extraits de la parol cel- 

lulaire (VEJk) tel que purif ie plus haut est chromato- 
graphie sur cette colonne. Ssviroa 30 mg de l*estrait 
dans du tampon Tris contenant n de detergent non ioni- 
que commercialise sous la denomination Triton X-10D et 

35 0,05 % de dodecylsulfate de sodium (SDS) sont appliques 
sur la colonne. On rince avec du tampon TS. La matiere 
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116e spteifiquement est 61ude soit avec do Racl SH, soit 
avec de la glyclne/HCl Ot2N| pH 2,fi et est inun^iateiaent 
neutralis^e avec du Tris IN. Aprds 61iiiiination de 
I* agent d' Motion par ddLalyse centre du tanpoti TS k 4'Cr. 

5 on v^zif ie la puxet6 de la prot^lne par ^lectxophordse 
en gel de polyaczylaraide . 

La seule prot^ine rScup^z^e aprds Uution dans 
cea conditions particulidrea a one masse nolaize voisine 
de 74 kDa et repr^aente environ 27 d 31\ de l*activit6 

10 totale de liaison avec les glycoprot^ines salivaires dea 
prot6ines chromatographi4es; e*est la protdine 74K SR. 
Obtention des antieeroa menoelonatix flD^eAfiauas dms ai>^ 
tiotees ftssoei^s k la paroi eellulaire 

L'extrait d'antigtoes associSsi la paroi cellu- 

15 laire est obtenu comme d£crit plus haut avec inactive* 
tion des prot6ases selon la ndthode de R.R.B. Rassell et 
coll. d6crite dans J. Gen, nicxobiol. i2i# 865-B75 
(1983).. I*a fraction brute de prot6ines est chronatogxa- 
phite sux uae colonne d'acrylaadde conmercialis^e sous 

20 la dtoomination Bio*6el P6 de la soci6t6 Bio-Rad Labo- 
« ratories (Richmond, Calif ornie, SUA), et ajust^e k one 
concentration finale en protSines de 2 mg/ul. 

Production d'hvbridomes g^crfetant des antleorps 
Des rats de souche iVistar sent immunises par 

25 voie intrap4ritondale avec 50 ^g de fraction prot^ique 
pr^cipit^e k l'alun» deux fois, k 14 jours d'intervalle. 
Sept mois plus tard^ les rats regoiveat un rappel de 100 
fig de WBA par voie lntraveineuse« dans de la solution 
saline tamponade au phosphate (PBS). Les cellules de ra« 

30 te sont recueillies 4 jours plus tard et fusionntes avec 
des cellules myfilomateuses de rats de souche Lou ne s6- 
cr6tant pas de IR 9837 ^oir 1* article de B. Basin dans 
Prot. Biol. Fluids ZSLi 615-C58 (1982)^ dans un rapport 
eellulaire de 5 4 1. La solution de fusion est du poly6- 

35 thyldnegXycol 4000 de la Soei6t6 Herck (Darmstadt, RFA) 
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et on fait croitre la culture en presence de milieu nu- 
txitif ae type Eagle nodifi^ dans des puits de plaques 
de culture. Environ deux semaines apr&s la fusion, on 
recherche les anticorps centre les antigtaes «£a dans 

5 les puits ayant subi una croissance de cellules hybri- 
des, par dosage radioixnnmnologique indirect en pbase 
solide. Les clones positifs sent reclones dans les con- 
ditions usuelles, au moins deux fois, pour assurer la 
-nonocloaicit^*' et^par transfert sur papier de nitrocel- 

10 lulose (technique dite de "Western Blot-), on s61ectionne 
les . hybridones produisant des anticorps dirigSs contre 
les prot£ines interagissant avec les glycoprot^ines sa« 
Xivaires. 

RrodHCtion de licruide d'Aaeit^^s at wurlf Igat l ffrTI 
15 dee Mti^;f|7>p||^ 

Des cellules - d*hybridone d* origins nonoclonale 
sont injeetdes par voie intrapdriton£ale & des rats hy- 
brides (Wistar R/Lou c) F1, le liixuide d- ascites est re- 
cueilli et I'lmmunoglobuline purifide. 

20 Cheque anticorps monoclonal de type IgM est pr6- 

cipitdiA partir du liquids d* ascites darifid par dialy* 
se contre du tampon Tris-BCl OfIN, pH 8 (46 henreSrd'C). 
L'immunoaif fusion radiale des surnageants rSvdle une d- 
limination de 100% de 1' anticorps A partir de cheque as- 

25 cite. La protdine est dissoute dans du PBS, pB 7,2, ap- 
pliqude a une colonne de Bio-Gel A 5n (90 x 2,6 cm) de 
la Socidtd Bio-Rad Laboratories, et 61ude avec du tampon 
PBS. Le pic d'IgM est recueilli, ajustd 4 une concentra- 
tion finale en protdines de 4 ng/ml et conservd d -80'C. 

30 Exemnle Z 

ErfePftMtion du polysaccharide de gd rotvpe ^ fpolv f1 

Ce polysaccharide est prdpard selon la ndthode 
de Bamada et coll. ddcrlte dans Holec. Immunol. 2Sf 4S3 
(1983) d partir de cellules de g, Hwtflnff OMZ 175 lyophi- 
35 lisdes . 

En rdsumd, les cellules sont mises en suspension 
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dans du PBS pB 7,4 et autoclav^es pendant 30 minutes d 
120*C. Le surnageant est dialys6 contre.de I'eau distil- 
16e et chromatogxaphi^ sur nne colonne comroercialis^e 
sous la denomination DEIkE Trisacryl n de lat Sbciet6 IBF 

5 (France) V ^q^uilibrte avec du tampon Trls/HCe. o,olM (pH 
7 1 4), La matidre non*adsorb&e est de nouveau chroma to* 
gxaphito sur une colonne de Bio-Gel PI 00 de la Soci6t6 . 
Bio-<Rad at las fractions 61ttdes dans le volume mort de 
la colonne, aprds dialyse contra de l*eau et lyophiXi-* 

10 sation« sont constitutes du polysaccharide de s> Mutana 
de serotype f ou poly 
gxempla 3 

pouplaqe du dqIv f et Ig nroteine 74K SR t 
obtmtlon du con1ucTtt6 nr^fi§r4 gelon -1-' invention 

15 Le conjugut est pr6par6 par la m^thode de San- 

derson et coll. d6crite dans Immunology, 20, 1001(1971). 
20 mg de poly f sont oxydSs par 4 ml de solution 0,1M de 
periodate de sodium (pH 4,5) pendant 1 heure, & la tem- 
perature anbiante et dans l*obscuritt* Le poly f oxydi 

20 est 'puri£i6 par 61ution & I'eau sur une colonne de Bio^ 
Gel P100 (1,6 X 20 cm) et lyophilis^. Le poly f oxydS 
est ensuite couple A 6 mg d'antigene, 74K SR puri£i& par 
. amination r&ductrice avec du borohydrure de sodium, sa- 
lon la mdthode de I. Parikh et coll. dterite dans He- 

25 thods in Enzymology, vol. XXXIV, (Academic Press) p. 77- 
102 (1974). Aprds Elimination de I'excds de r^actif par 
chzomatographie sur une colonne de Bio-Gel F6 (Bio-Rad), 
le conjugu€ brut est appliquE sur une colonne de DBAS 
Trisacryl M (1,6 x 10 cm) ^guilibrte avec du tampon Tris 

30 /HCft .o,olN(pH 7,4). Aprds Elimination du poly f non cou- 
pl4, le conjuguE poly £-74K SR est ilu6 avec du tampon 
Tris/HCe» 0,01M. contenant du NaCl 1M. Cette fraction, 
aprds dialyse contra du PBS, est encore dEbarrassEe des 
prot6ines n'ayant pas rEagi par chzomatographie . sur un 

35 imnuno-adsorbant anti poly f . Le conjugud purifi6 est * 
dlu£ A partir de I'immuno-adsorbant au moyen de tampon 
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ac6tate 0,1M (pH 4^0) ei: est iBUBddlatenent neutralist 
par du tampon phosphate 1M (pB 7,4). Aprte Elimination 
de 1* agent d'6lution par chromatographie star Bio-Gel PC, 
le conjugufi puzifit est concentx6 par lyophilisation. 

5 Sux la base des determinations des heKoses 

ZD. L. Morris, Science 1Q2, 254 (1948)J et de la concen* 
tratioa en protfiines £b.H, Loirry et coll, J. Biol> 
Chem.r 132* 265 (1951)J, on constate que le rapport ao- 
16culaixe du poly £ d la protMne 74K SR dans le conju^ 

10 gu6 est de 1:0,8. 

gtttde PharmacoIo<ii€iue_dM jconiwqq<b oolv f-prot6ine 74K sn 
Zi*e£ficaclt6 du conjugal poly £-prot6ine 74R SR 
comue antigdae a 6t6 compar6e, au cours d*une experience 
sur le rat, d'une part A l'immunog6nicit6 du poly t seul 

15 et d* autre part A 1 ' inmunog4nicit6 de la prot^ine 74R SB 
seule. 

Les r^sultats obtenus moatrent que l^imaiunisa- 
tion des animauz par le conjugud conduit & une forte r6- 
ponse inmunitaire salivaire de tYP^ XgA, dixigte k la 

20 fois' contre le poly £ et la prot^ine, pax opposition & 
1' absence de r6ponse imnunitaire en IgA salxvaires obte- 
nue avec le polysaccharide seul^ L'inmunogenicite de la 
protfiine coupl6e est en outre sup6rieure k celle de la 
prot^ine seule. 

25 En conclusion, le couplage d*une adhSsine de pa- 

rol d*un g '*'^tfH^|g k un polysaccharide de Mutana aug- 
neate son antigenicity et conduit k une riponse inmu- 
nitaire locale forte, 

Oe plus, ce couplage permet d'induire ime "me- 

30 noire immunologlqpie* contre deux types de recepte\irs de 
surface trte importants dans la f omation de la plaque 
dentaire, k savoir des* adh6sines de nature proteique 
d*une part, et des adhesines de type polysaccharidique 
d' autre part. 

35 Enfin, on a pu etablir, par la mise en evidence 
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d*une ixDBUnogeniclt^ croiste, que la prot^ine 74K SR est 
commune aux diffSxents serotypes de s, Hmtona ou au 
noias pxftsente un Epitope cosmun avec des protiines de 
surface des autres s^xotypes. En eons^quencet nn vaccin 
5 uidXisant un conjugud conprenant cette prot^lne est ef- 
£icace contxe des souches de s. Mutan^ de dtf f 6xent6 
sexotypes. 

Exempla de px^paration d'un vaegln s^l on 1 ' invent -4 nr. , 
Uvo^om^n CQRtenant le conimmA s^ion l»±nva«tiflr| 

10 tant Qii'Antiai^e 

La px6paxation de ces liposomes peut 6txe effect 
tu6e selon la n^thode de C. Gregoriadis dScrite dans 
Blochem. Cr. Jia, 123 (1971). En paxticuller, conform^- • 
ment aux indications de D. Wachsmann et coll. dans Inmu- 

15 nology £i (1), 189-194 (19B5). 



14 

BESsma^isss, 

1. Conjugufi constltu6 d'une adh6sine de parol de 
atMRtPPPffms de nature' prot6ique, capable de 
lier les composants de la salive, ou d'une fraction ac- 
tive d*une telle protfiine, coiipl6e de facoa covalente A 
un polysaccharide de str^r^nmn^^ ^a mn^n^ . ou A one 
fraction d'un tel polysaccharide. 

2. Conjugui selon la revendicatlon 1, caract6rl* 
s6 en ce we la liaison covalente r£sulte de I'oxydation 
mSnag^e du polysaccharide solvie de I'aniaatlon rfidue- 
trice par la pxotdlne. 

3. Adhfisine de parol de fi^jUltflafi* de nature 
prot^ioue utillsable dans la preparation du conjugu6 se- 
Ion la revendication 1 ou 2, caractdris^e en ce que s 

- eXle est constitute d*une chaine simple poly-^ 
peptiaique ayant un poids moltculaire de.74 000 environ; 

- elle est commune aux diff firents serotypes de 
Sty^Pf:ftWffCT? ffiqlaans oA elle pr&sente une antigenicity 
crois^e ^ et 

- elle est capable d*lnteraglr avec les glyco* 
proteines salivaixes. 

4- Conjugue selon la revendicatlon 1 ou 2, ca- 
racterise en ce qu'il est essentiellement constitut de 
la proteine selon la revendication 3 et d'un polysac- 
charide provenant de pr6£6rence du n&ae serotype de fi^ 
ffl^tan?, Dotamment du serotype f , et en particuller de la 
m§iite souche de serotype f . 

5. Pxoe6d6 pour la preparation du conjugu6 selon 
la revendicatlon 2 ou 4, caraettelse en ce gu'il consis- 
te essentiellement A effectuer la liaison covalente par 
oxydatlon nSnagee do polysaccharide, notamment par le 
perlodate de sodium, sulvie d*un couplage avec la prote-** 
ine par amlnatlon riductrice en presence de borohydrure 
de sodium. 

6. Precede pour la preparation de I'adhesine de 
parol selon la revendication 3, caracterise en ce qu»ll 
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consiste essentlellenent d extraire des antigSaes bruts 
associis k la parol cellulaixe de bacteries d'tme soucbe 
de a, ffiutwg. de serotype f au Aoyen de tampon phosphate 
0,5M, pH €,0 et i purifier la prot^ine xecherchae par 
chromatographie d * iiuntmoaf f initS au fflo:^en d"tin anticorps 
monoclonal dirig6 contra les protiines interagissant 
avec les glycoprotdines salivaires, en presence' d'nn 
detergent non Ipnigue et de dod^cylsulf ate de' sodiunij 
avec 61ution par du tampon NaCl ou glycine /HCl 

7* Otilisation du conjugoe * selon I'une des xeven- 
dications 1r2 ou 4 comme antigtee. ^ 

6. Composition i activite immunog&ne couprenanir 
en tant qyio principe actif , au moina uh conjugu6 selon 
I'une des revandlcations 1, 2 ou 4. 

9. Vaccln contre la carle dentaire comprenant 
comme principe actif au molns un conjugu£ selon l*une 
des revendlcatlons 1,2 ou 4. 

10. Vaccln selon la revendicatlon 9, caxact^ris^ 
en ee qu'il se prteente sous une fome galinique adni- 
nistrable par vole orale, de preference en presence d'un 
adjuvant, tel que notamment le muramyldlpeptlde ou de 
pr6f6rence encore des liposomes. 
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